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TropoelasEn	  is	  the	  molecular	  precursor	  to	  the	  elasEn	  polymer,	  a	  key	  structural	  component	  of	  elasEc	  
fibers,	  which	  confer	  elasEcity	  and	  recoil	  to	  Essues.	  In	  recent	  years,	  numerous	  studies	  have	  focused	  on	  
the	  structure	  and	  assembly	  of	  tropoelasEn	  into	  elasEc	  fibers.	  Yet,	  an	  atomisEc	  structure	  of	  tropoelasEn	  
has	  evaded	  researchers	  because	  of	  the	  large	  size	  and	  dynamic	  nature	  of	  the	  molecule	  that	  has	  
precluded	  more	  tradiEonal	  approaches	  such	  as	  X-‐ray	  crystallography.	  Thus,	  an	  alternaEve	  path	  is	  
needed	  to	  understand	  the	  molecule’s	  detailed	  features.	  In	  this	  work,	  we	  predict	  a	  full-‐atomisEc	  
structure	  of	  the	  tropoelasEn	  molecule,	  through	  one	  of	  the	  largest	  molecular	  dynamics	  protein-‐folding	  
simulaEons	  to	  date,	  finding	  good	  agreement	  with	  the	  nanostructure	  determined	  by	  small	  angle	  X-‐ray	  
scaOering,	  secondary	  structure,	  and	  recent	  descripEon	  of	  the	  molecule’s	  dynamics.	  We	  consider	  two	  
arEficial	  tropoelasEn	  mutaEons	  within	  key	  regions	  of	  the	  molecule,	  R515A	  and	  D72A,	  in	  comparison	  to	  
the	  human	  wild-‐type	  isoform.	  We	  propose	  mechanisms	  to	  explain	  structural	  differences	  and	  develop	  an	  
elasEc	  network	  model	  based	  on	  the	  full-‐atomisEc	  structure	  to	  predict	  the	  molecule’s	  dynamics	  and	  
explain	  differences	  in	  hierarchical	  assembly.	  This	  study	  and	  the	  molecular	  model	  serve	  as	  a	  template	  for	  
studying	  elasEn	  mechanics,	  assembly,	  and	  disease,	  yielding	  insight	  into	  molecular	  mechanisms	  behind	  
these	  processes.	  
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•  Molecular	  Dynamics	  (MD)	  methods	  are	  
employed	  to	  study	  atomisEc	  structure	  

•  Classical	  MD	  is	  limiEng	  as	  structures	  may	  
remain	  in	  a	  local	  free	  energy	  minimum	  
state,	  unable	  to	  overcome	  the	  energy	  
barrier	  required	  to	  achieve	  the	  global	  
minimum	  in	  conformaEonal	  space	  

•  To	  miEgate	  these	  effects,	  REMD	  is	  used	  
•  Each	  temperature	  replica	  travels	  in	  

temperature	  space	  governed	  by	  the	  
Metropolis	  criterion	  

•  High	  temperatures	  allow	  for	  broad	  
conformaEonal	  space	  sampling	  	  

•  Low	  temperatures	  provide	  structural	  
stability	  and	  the	  ensemble	  for	  sampling	  

•  NMA	  is	  used	  to	  study	  moEons	  of	  large	  molecular	  
domains	  not	  accessible	  by	  MD	  

•  The	  molecular	  system	  is	  simplified	  to	  a	  coarse-‐
grained	  descripEon	  	  

•  Energy	  landscape	  is	  flaOened	  to	  harmonic	  	  
•  Normal	  modes	  represent	  oscillaEons	  around	  an	  

energy	  minimum	  	  
•  Lowest	  frequency	  modes	  correspond	  to	  the	  most	  

energeEcally	  accessible	  molecular	  moEons	  

Implicit	  solvent	  phase:	  
	  

•  24	  replicas	  were	  exponenEally	  distributed	  	  
•  Temperature	  range	  280	  to	  480	  K	  	  
•  Exchanges	  aOempted	  every	  0.5	  ps	  to	  allow	  for	  system	  

relaxaEon	  
•  Each	  replica	  was	  simulated	  for	  96	  ns,	  for	  a	  total	  

simulaEon	  Eme	  of	  2.3	  μs	  	  
•  CHARMM19	  all-‐atom	  energy	  funcEon	  with	  the	  EEF1	  

force	  field	  was	  used	  
	  

•  Dihedral	  angle	  distribuEons	  
for	  each	  domain	  show	  
matches	  with	  literature	  values	  

•  Domain	  15	  is	  highlighted	  in	  
red	  (right),	  showing	  a	  high	  
content	  of	  alpha	  helix,	  
polyproline	  II	  and	  coil	  regions	  

•  There	  is	  a	  close	  dimensional	  match	  between	  SAXS	  and	  atomisEc	  models	  
•  Both	  show	  an	  extended	  molecular	  body,	  with	  two	  protruding	  legs	  

•  Folding	  process	  is	  shown	  above	  
•  Root	  mean	  square	  deviaEon	  

(RMSD)	  from	  extended	  chain	  is	  
shown	  for	  structures	  at	  300	  K	  for	  
the	  implicit	  (lel,	  top)	  and	  explicit	  
(lel,	  boOom)	  solvent	  simulaEon	  
phases	  

Explicit	  solvent	  phase:	  
	  

•  358	  replicas	  
•  Temperature	  range	  280	  to	  

500	  K	  
•  Exchanges	  aOempted	  every	  

2	  ps	  
•  Each	  replica	  was	  simulated	  

for	  12	  ns,	  for	  a	  total	  
simulaEon	  Eme	  of	  4.3	  μs	  

•  Arginine	  515	  is	  highly	  conserved	  in	  mammalian	  species	  suggesEng	  structural	  importance	  
•  To	  explore	  this	  role,	  an	  alanine	  mutaEon	  is	  inserted	  to	  arEficially	  mute	  the	  effect	  of	  the	  large	  posiEvely	  charged	  side-‐chain	  
•  SAXS	  and	  MD	  models	  show	  a	  qualitaEve	  match	  
•  In	  experiment,	  reducEon	  of	  C-‐terminal	  detecEon	  by	  anEbody,	  coacervaEon	  and	  parEcle	  size	  in	  soluEon	  is	  observed	  for	  the	  mutant	  
•  At	  the	  molecular	  scale	  there	  is	  a	  9%	  decrease	  in	  the	  extension	  of	  the	  foot	  region,	  which	  can	  be	  explained	  by	  the	  formaEon	  of	  more	  

compact	  alpha	  helices	  
•  Hydrophobic	  solvent	  accessible	  surface	  area	  (SASA),	  driving	  assembly,	  is	  lower	  for	  the	  mutant	  

•  Aspartate	  72	  is	  the	  only	  negaEvely	  charged	  residue	  in	  the	  upper	  half	  of	  the	  molecule	  
•  Its	  effect	  is	  considered	  by	  inserEng	  the	  neutral	  alanine	  residue	  
•  In	  both	  SAXS	  and	  MD	  models	  a	  twist	  appears	  in	  the	  upper	  region	  of	  the	  molecule	  with	  a	  downward	  shil	  of	  the	  C	  terminal	  region	  
•  Aspartate	  forms	  a	  salt	  bridge	  with	  three	  neighboring	  lysines	  over	  50%	  of	  the	  Eme	  
•  The	  absence	  of	  the	  stabilizing	  salt	  bridge	  in	  the	  mutant	  explains	  why	  the	  upper	  region	  of	  the	  molecule	  is	  free	  to	  twist	  
•  The	  disrupted	  helix	  in	  the	  vicinity	  propagates	  the	  structural	  change	  down	  the	  molecule	  
•  CoacervaEon	  and	  soluEon	  parEcle	  size	  reducEon	  is	  again	  associated	  with	  reduced	  hydrophobic	  solvent	  accessible	  surface	  area	  (SASA)	  	  

•  CollecEve	  thermally-‐driven	  molecular	  moEons	  are	  represented	  by	  low	  
frequency	  normal	  modes	  intrinsically	  accessible	  to	  the	  molecule	  

•  Six	  lowest-‐frequency	  modes	  are	  shown	  above	  (lel	  to	  right).	  

•  A	  linear	  combinaEon	  of	  the	  first	  six	  
lowest	  frequency	  modes,	  scaled	  by	  
the	  modal	  amplitude,	  describes	  
expected	  molecular	  moEons	  
dominaEng	  the	  molecule	  

•  WT	  dynamics	  are	  characterized	  by	  a	  
twist	  in	  the	  N-‐terminal	  region	  of	  the	  
molecule	  and	  a	  scissors-‐like	  moEon	  
about	  the	  bridge	  region	  

•  Both	  the	  R515A	  and	  D72A	  mutants	  
display	  bending	  moEons,	  foregoing	  
the	  scissors-‐like	  movement,	  which	  
may	  explain	  reduced	  propensity	  for	  
assembly	  

•  The	  root	  mean	  square	  
fluctuaEon	  (RMSF)	  shows	  that	  
the	  WT	  molecule	  is	  more	  
dynamic	  than	  either	  mutant	  

•  We	  propose	  that	  the	  elevated	  
level	  of	  mobility	  in	  the	  WT	  
tropoelasEn	  predisposes	  it	  
more	  strongly	  than	  either	  
mutant	  to	  intermolecular	  
assembly	  	  

•  InteracEons	  between	  domains	  10,	  19	  and	  25	  are	  central	  to	  the	  aggregaEon	  
and	  polymerizaEon	  of	  tropoelasEn	  

•  The	  posiEoning	  of	  domains	  10,	  19	  and	  25	  in	  WT	  tropoelasEn	  enables	  head-‐
to-‐tail	  assembly	  of	  tropoelasEn	  molecules,	  as	  proposed	  by	  Baldock	  et.	  al.	  	  
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